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挥出了不可替代的优势作用，成为解决此类问题的

双刃利剑。
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·论著·

清开灵注射液中间体银黄液中黄芩苷含量                     

近红外测定方法的建立和验证
吴志生，史新元，隋丞琳，杜敏，彭严芳，乔延江

（北京中医药大学中药学院，北京  100102）

摘要：目的：建立清开灵注射液生产过程中间体银黄液中黄芩苷的近红外定量模型，并对其进行方法学验

证。方法：采用近红外透射模式，以高效液相色谱分析值为参考值，采用偏最小二乘回归法（PLS）建立黄芩苷

含量的近红外定量校正模型。采用相关系数（R）、校正标准差（SEC）、预测标准差（SEP）等参数评价模型，

并运用AP方法验证模型。结果：所建模型的Rcal和Rval为0.9978和0.9995，SEC和SEP为723.0μg/mL和513.8μg/mL，

模型预测效果良好；在β-期望容差区间为90%，容许极限为15%，风险性为10%的约束下，该模型各项分析指标

满足分析要求，最低定量限为8 025μg/mL。结论：当黄芩苷含量大于8 025μg/mL时，所建近红外分析模型稳健可

靠，可用于清开灵注射液生产过程中间体银黄液中黄芩苷快速准确定量。
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近红外光谱（near infrared spectroscopy，NIRS）

信息主要反映分子中C-H，N-H，O-H等基团的倍频

与组合频振动吸收，近年来已被广泛应用于中药质

量控制领域，有望发展成为中药生产过程质量控制

的适宜技术[1-5]。然而，由于NIRS谱带重叠严重，吸

收信号较弱，NIRS的定量限及检测限较高，将该方

法用于中药质量控制，还需对其进行严格的验证。

清开灵注射液临床疗效显著，具有清热解毒、化

痰通络及醒神开窍的功效，用于中风偏瘫、肝炎及上

呼吸道感染等多种疾病的治疗。本课题组在前期工

作中已采用近红外光谱技术对清开灵注射液生产过

程中间体指标性成分定量方法学进行了研究，发现

清开灵注射液指标性成分含量高低严重影响着近红

外定量模型的准确性[6]。

为此，本研究以清开灵注射液生产过程重要中

间体银黄液为研究载体，采用近红外光谱技术建立

银黄液中指标成分黄芩苷的近红外定量模型，并

运用基于随机误差和系统误差的轮廓精度（accuracy 

profile AP）分析方法对该模型进行验证，阐明该定

量方法的可靠性，以期为中药体系近红外定量模型

的验证提供参考[7-9]。

材料与方法

1. 仪器和试剂 XDS型近红外光谱仪（丹麦

FOSS仪器有限公司），l100型高效液相色谱仪包括四

元泵、真空脱气泵、自动进样器、柱温箱、二极管阵

列检测器（DAD）及HP数据处理工作站（美国Agilent

公司），黄芩苷对照品（中国食品药品检定研究院，批

号：110777-201005），色谱级甲醇（美国Tedia公司），

磷酸（天津大学试剂厂，分析级），纯净水（杭州娃哈

哈集团有限公司），6个批次的清开灵注射液中间体

银黄液样本由北京中医药大学附属药厂提供。

2. 光谱条件 采用透射模式采集光谱，以仪器

内部的空气为背景，分辨率为0.5nm，扫描范围400~ 

2 500nm，扫描次数32次，每个样品平行测定3次，取

平均光谱，为了获得稳健的近红外模型，实验设计采

用2名不同操作者于不同天数（2d）采集近红外光谱

数据，共144条平均光谱。

3. 色谱条件 SunFire C18色谱柱（4.6×150mm，

5μm，Waters）；流动相：甲醇-水-磷酸（47:53:0.2）；检

测波长：276nm，流速：1mL/min，柱温：30℃，进样

量：10μL。
4. 样品制备 按照现行2010年版《中华人民共

和国药典》清开灵注射液项下高效液相色谱法，分

别测定6批清开灵注射液中间体银黄液黄芩苷含量，

而后每批样品均用纯净水稀释成一系列浓度30、20、

15、10、5、1mg/mL，共36个样本。分别随机取其中的

3批样本作为训练集，剩下3批样本作为预测集。

5. 数据处理 运用VISION软件（丹麦FOSS公

司）对扫描光谱数据进行数据预处理和模型计算；

运用e.noval 3.0软件对模型预测性能进行验证。

结果

1. 光谱预处理方法筛选 图1为所采集的144条

近红外原始光谱。由图1可知，原始光谱重叠严重，并

伴有随机噪声、基线漂移等干扰因素。因此，需运用

合理的光谱预处理方法消除各种噪声和干扰因素，

以提取近红外光谱中待测对象的特征信息。本研究

比较了一阶微分（1st derivative，1st）、二阶微分（2nd 

derivative，2nd）、标准正则变换（standard normal 

variate，SNV）、基线校正（baseline correction，

BC）、Savitzky-Golay 平滑（s.g.）、N点平滑（N-point 

smooth，NPS）、多元散射校正（multivariate scatter 

correction，MSC）及一系列组合预处理方法，对1 
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100~1 900nm光谱波段所建偏最小二乘回归（PLS）

模型性能的影响（1 900~2 500nm波段内光谱波动较

大，故剔除此处波段）。经不同预处理方法获得PLS

模型的预测残差平方和（PRESS）值，结果见图2。其

中一阶微分（1st）加上N点平滑（NPS）组合预处理法

PRESS值最小，因此采用此光谱预处理方法。

±120%，说明银黄液中黄芩苷在此浓度水平时，该

模型预测结果相对不准确。
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图1 清开灵注射液银黄液近红外原始光谱图
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图2 不同光谱预处理方法PRESS值图

3.2 模型精密性 模型精密性包括重复性和中

间精密度。由表1可知，黄芩苷浓度低于1 099μg/mL

时，该模型重复性和中间精密度相对标准偏差值较

大，达到32.900%和45.230%，说明了模型对该浓度

预测不准确。2. PLS模型的建立 采用PLS法，内部四折交叉

验证（cross-validation），将光谱数据与样品的HPLC

分析结果相关联建立校正模型。模型的潜变量个数

确定为7，此时交叉验证均方根误差较小。采用3批

外部样本集对模型预测性能进行验证，模型预测值

与HPLC测定值的相关性见图3。该模型的SEC和SEP

分别为723.0μg/mL和513.8μg/mL，表明其具有良好

的预测性能。

3. 偏最小二乘回归模型的验证

3.1 模型准确性 在90%β-期望容差区间，15%

容许极限，10%风险约束条件下，对PLS模型进行验

证，结果见图4。在1 099~5 000μg/mL浓度范围内，

平均偏差线和90%β-期望容差区间线波动较为明

显，在1 099μg/mL浓度水平，模型预测相对偏差达到        

PLS
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图3 近红外预测值与HPLC参考值相关性图

图4 准确性总则图
注：深色点线：容许极限线；浅色点线：90%β-期望容差区间

线；红色实线：平均偏差线。
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表1 PLS定量模型的重复性和中间精密度（%）

浓度（μg/mL）

  1 099

  5 496

10 992

16 488

21 983

32 975

重复性（RSD）

32.900

 9.315

 3.851

 2.706

 2.063

 2.224

中间精密度（RSD）

45.230

 9.315

 4.484

 2.896

 2.104

 2.630

3.3 模型不确定性和风险性 由表2可知，浓度

低于1 099μg/mL，该模型不确定性和风险性较大，达

到97.51%和79.13%，其它浓度水平不确定性和风险

性符合分析测试要求。
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3.4 模型线性和定量限 该模型预测回归方程

为：Y=60.36+0.9856X，r2=0.9972，相关性良好，见图

5；该模型对黄芩苷的最低定量限为8 025μg/mL。

讨论

近红外光谱具有吸收强度弱、谱带复杂、相互

重叠等特征，将其用于成分复杂、含量较低的中药制

剂定量分析，所建模型更需要系统验证。传统的统

计学指标能一定程度评价模型的性能，但不足以充

分验证模型的可靠性。本研究引入了符合FDA和ICH

验证标准的分析方法，为近红外定量模型的验证提

供了指导。

近红外分析技术作为20余项热门分析技术之

一，已被2010版《中华人民共和国药典》二部收录为

法规分析技术。然而，其指导原则至今尚没有统一的

验证方法学规范。本研究采用的AP分析方法包括了

准确性、真实性、精密度、定量限、风险性、线性、回

收率等指标，与常规的HPLC定量方法相比，AP方法

基于随机误差和系统误差理论，给出了图形化参数

图5 近红外预测线性轮廓图

注：深色点线代表容许极限线，浅色点线代表90%β-期望容差
区间线。

结
果

浓度（μg/mL）

分布，引入分析方法β-期望容差区间参数，使得分析

方法本身的风险性更易辨识。该方法可为近红外定

量分析方法学的建立提供借鉴。
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表2 PLS定量模型的不确定性和风险性（%）

浓度（μg/mL）

  1 099

  5 496

10 992

16 488

21 983

32 975

相对扩展不确定度

97.510

19.390

  9.522

  6.087

  4.394

  5.593

风险性

79.130

16.550

  1.241

  0.063

  0.004

  0.077


